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Resumen 
La Uncaria tomentosa	(Willd.)	D.C.,	(uña	
de	gato)		es	una	liana	del	bosque	tropical,	
que	 se	 distribuye	 en	 forma	 natural	 en	 la	
zona	 Atlántica	 de	 Costa	 Rica,	 a	 alturas	
menores	 de	 600	 msnm.	 La	 	 infusión	 de	
la	 corteza	 de	 la	 raíz	 forma	 parte	 del	
acervo	 de	 la	 medicina	 tradicional	 de	
Costa	Rica	para	aliviar	diversas	dolencias,	
como	son:	 la	gastritis,	 la	artritis;	además,	
funciona	 como	 fortificante	 del	 sistema	
inmunológico	y,	recientemente,	para	tratar	
el	cáncer	y	el	VIH.		El	cultivo	in	vitro	se	
desarrolló	 como	 una	 herramienta	 para	 la	
micropropagación	 de	 plantas	 en	 la	 zona	
de	 	 Guápiles	 (Pococí),	 como	 estrategia	
de	 conservación	 para	 la	 explotación	
comercial	sostenible	de	la	especie.	En	este	
artículo	se	describen	los	protocolos	para	el	

establecimiento	 y	 la	 micropropagación	 a	
partir	de	microestacas,	en	un	medio	M	&	S	
(1962)	con	2	mg/L	de	BA,	3%	de	sacarosa	
y	7	g/L	de	agar;	así	como	la		germinación	
in	vitro en	el	mismo	medio M	&	S	(1962)	
semi sólido (1,8	 g/L	 de	 Phyta-Gel).	 Se	
probó	el	cultivo	en	medio	líquido,	en	jarras	
fermentadoras	y	en	sistemas	de	inmersión	
temporal	 automatizado	 (RITA®),	 y	 fue	
efectivo	el	método	de	inmersión	cada	tres	
horas,	durante	tres	minutos.	Se	describe	el	
proceso	de	aclimatación,	el	crecimiento	y	
desarrollo	de	las	vitroplantas.	
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Abstract 
Uncaria tormentosa (Willd.)	 D.C.,	
(cat’s	 claw),	 is	 a	 rainforest	 wood	 vine,	
distributed	 naturally	 in	 the	 Atlantic	
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Las propiedades 
medicinales de esta 
especie se atribuyen a 
la presencia de tetra 
y penta alcaloides 
oxidoles, triterpenoides 
glicósidos esteroles y 
flavonoides (Pereira  
et ál., 2008).

del	 café,	 la	 quinina,	 tintes,	 colorantes		
y	 otros.	 En	 la	 medicina	 tradicional	 de	
Perú,	 los	 indígenas	Asháninka,	 así	 como	
otras	etnias	del	sur	y	del	centro	de	América	
emplean	 la	 corteza	 de	 la	 raíz	 de	 la	 uña		
de	 gato,	 principalmente	 por	 sus	 efectos	
como	 antiinflamatorio	 (Keplinger	 et ál.;	
1998;)	 y	 contraceptivo;	 actualmente,	 se	
utiliza	 en	 el	 tratamiento	 de	 la	 artritis,	
la	 gastritis	 y	 el	 cáncer	 (Obregón,	 1997;	
Pereira	et al.,	2008).	

Las	 propiedades	 medicinales	 de	 esta	
especie	se	atribuyen	a	la	presencia	de	tetra	
y	penta	alcaloides	oxidoles,	triterpenoides	
glicósidos	esteroles	y	flavonoides	(Pereira	
et ál.,	 2008).	 La	 actividad	 citotóxica	 e	
inmuno	 estimulante	 se	 asigna	 a	 los	 oxi-
indol	 alcaloides	 pentacíclicos.	 Existe	
un	 gran	 número	 de	 patentes	 inscritas	 en	
Estados	 Unidos	 y	 Europa	 que	 describen	
el	efecto	de	los	oxi-indol	alcaloides	como	
estimulantes	 del	 sistema	 inmunológico	
(Keplinger	 et ál.,	 1989),	 o	 métodos	 de	
preparación	de	extractos	que	actúan	como	
antiinflamatorios	 y	 antitumorosos	 (Pero,	
2001;	Bobrowski,	2004).

Debido	a	los	descubrimientos	de	la	actividad	
biológica	 de	 Uncaria tomentosa, existe	
alta	demanda	comercial	de	los	extractos	y	
otros	productos	derivados	de	esta	especie,	
que	se	comercializan	en	más	de	30	países	
fuera	de	Perú,	en	diferentes	presentaciones	
como	 té,	 tabletas	 o	 cápsulas	 (de	 Jong		
et ál.,	1999).	Costa	Rica	no	es	la	excepción;	
a	corto	plazo,	la	fuerte	demanda	comercial	
de	 esta	 especie	 podría	 incrementar	 las	
tasas	 de	 extracción	 del	 recurso	 en	 los	
países	 en	 los	 que	 se	 distribuye	 en	 forma	
natural	(Verpoorte	y	Hoopen,	2006).		

El	 cultivo	 in	 vitro	 ofrece	 una	 serie	 de	
posibilidades	 y	 ventajas	 no	 solo	 para	
la	 micropropagación	 y	 conservación	
de	 plantas	 de	 interés	 (George,	 2008).		
Estas	 técnicas	 constituyen	 una	 valiosa	
herramienta	 para	 el	 establecimiento	 de	
sistemas	 de	 células	 en	 suspensión,	 con	
posibilidad	de		incrementar	el	rendimiento	
de	 los	 principios	 activos	 presentes	 en	

area	 of	 Costa	 Rica,	 at	 6000	 above	 the	
level	 of	 the	 sea.	 	 In	 Costa	 Rica,	 aqueous	
infusions	 made	 of	 root	 bark,	 are	 part	 of	
the	traditional	medicine	recommendations	
for	 relieving	 ailments	 like	 gastritis	 and	
arthritis.	Those	extracts	also	have	immune	
system	 strengthening	 properties	 and	 they	
have	 been	 recently	 reported	 as	 useful	 for	
cancer	 and	 HIV	 treatment.	 In vitro plant	
culture was 	 developed	 as	 a	 tool	 for	 the	
micropropagation	 of	 plants	 in	 Guápiles	
(Pococí),	 as	 a	 strategy	 for	 sustainable	
commercial	 exploitation	 of	 species	
conservation.	 This	 article	 describes	 the	
protocols	 for	 the	 establishment	 and	 the		
micropropagation	 of	 	 axillary	 shoots	 	 in	
a		M	&	S	(1962)	media	with	2	mg/L	BA,	
3%	 sucrose	 and	 7	 g/L	 of	 Agar.	 As	 well	
as	 in vitro	 germination	 in	 the	 same	 semi	
solid	 propagation	 medium	 (1,8	 g/L	 of	
Phyta-gel).		The	liquid	culture	was	probed	
in	 jar	 fermentors	 and	 in	 Recipient	 for	
Automated		Temporay		Immersion	system	
(RITA®).		The	best	results	were	obtained	
with	the	immersion	method,	at	a	frequency	
of	 three	 minutes	 every	 three	 hours.	 This	
article	 describes	 the	 acclimatization	
process,	 growth	 and	 development	 of	 the	
vitroplants.

Introducción
Las	 plantas	 son	 la	 fuente	 de	 un	 gran	
número	de	compuestos	químicos	valiosos,	
muchos	 de	 difícil	 síntesis	 por	 la	 vía	
química.	 Por	 esta	 razón,	 es	 que,	 a	 pesar	
de	los	avances	en	la	síntesis	orgánica,	 las	
plantas	 siguen	 siendo	 la	 fuente	 principal	
de	algunos	compuestos	químicos	de	valor	
farmacéutico	(Verpoorte	y	Hoopen,	2006).

La	 Uncaria tomentosa	 (Willd.)	 D.C,	
conocida	 como	 uña	 de	 gato, rangayo	 o	
bejuco	 de	 agua,	 es	 una	 liana	 tropical	
propia	 del	 bosque	 tropical	 lluvioso,	 se	
distribuye	 de	 forma	 natural	 desde	 Perú	
hasta	 Belice.	 Pertenece	 a	 la	 familia	
Rubiaceae taxa,	 caracterizada	 por	 la	
producción	 de	 diferentes	 metabolitos	
secundarios,	 empleados	 como	 fuente	
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Los ensayos fueron 
efectuados en el Centro 
de investigación en 
Biotecnología del 
Instituto Tecnológico de 
Costa Rica, en Cartago. 
El  material vegetal 
empleado  provenía 
de Guápiles, Pococí, 
provincia de Limón, 
zona Atlántica de  
Costa Rica.

en	 alcohol	 de	 70°,	 por	 1	 minuto.	 Se	
inocularon	 durante	 24	 horas,	 en	 medio	
líquido	 Murashige	 &	 Skoog	 (M	 &	 S)	
(1962)	 al	 25%	 y	 1ml/L	 PPMTM®	 (Plant	
Preservative	Mixture).	Posteriormente,	las	
yemas	 fueron	 sembradas	 con	 las	 sales	
inorgánicas	 M	 &	 S	 (1962),	 las	 cuales	
contenían	 un	 3%	 de	 sacarosa,	 7g/L	 de	
agar	y	0,5ml/L	de	PPMTM®.	Se	colocaron	
en	 una	 cámara	 de	 crecimiento	 a	 una	
temperatura	 promedio	 de	 27	 +	 2	 °C	 ,	 30	
µmol	 m-2	 s-1	 de	 intensidad	 lumínica	 y	 un	
fotoperíodo	de	16	horas.

Se	 determinó	 el	 porcentaje	 de	 contami-
nación	y	de	sobrevivencia.

Germinación de semillas in vitro 

Los	 frutos	se	colectaron	en	bosques	de	 la	
zona	de	Guápiles	de	Pococí;	se	lavaron	con	
agua	y	jabón	líquido;	se	colocaron	en	una	
mezcla	 de	 Agri-mycín	 (1g/L)	 y	 Benlate	
(1g/L),	durante	30	minutos;	 luego,	 fueron	
trasladados	a	la	cámara	de	flujo	laminar.	Se	
sumergieron	en	una	solución	con		75%	de	
ácido	láctico	(v/v)	y	25%	de	alcohol	etílico	
a	70°	durante	15	minutos.	El	último	lavado	
fue	realizado	en	una	solución	con	40	mg/L	
de	gentamicina,	previamente	filtrada.	

Posteriormente,	 los	 frutos	 fueron	
transferidos	a	 la	cámara	de	 flujo	 laminar,	
donde	se	lavaron	con	agua	estéril	tres	veces	
consecutivas.	Los	frutos	en	cajas	de	Petri	
se	 expusieron	 durante	 media	 hora	 al	 aire	
generado	por	 la	 cámara	de	 flujo	 laminar;	
posteriormente,	 se	abrieron,	 liberando	 las	
semillas.	 Con	 un	 asa	 odontológica,	 se	
inocularon	 en	 el	 medio	 de	 cultivo	 con	
las	 sales	 M	 &	 S	 (1962),	 2	 mg/L	 de	
bencil	 adenina	 (BA),	 3%	 de	 sacarosa,	
1,8g/L	 de	 Phyta-Gel	 y	 un	 pH	 regulado	
a	 5,6.	 Se	 determinaron	 los	 porcentajes	
de	 contaminación	 y	 de	 germinación	 in 
vitro.	Los	frutos	fueron	colocados	en	una	
cámara	de	crecimiento	a	luz	difusa	y	a	una	
temperatura	promedio	de	27	+	2°C.

las	 plantas	 y	 controlar	 su	 producción	
(Verpoorte	y	Hoopen,	2006).		

Con	 el	 fin	 de	 conservar	 las	 poblaciones	
naturales	y	promover	el	uso	sostenible	del	
recurso,	el	Instituto	Tecnológico	de	Costa	
Rica	ha	liderado,	por	más	de	diez	años,	el	
estudio	de	la	fenología,	la	domesticación,	
detección	 y	 cuantificación	 de	 cuatro	 oxi-
indol	 alcaloides	 y	 el	 aprovechamiento	
comercial	de	esta	especie	en	comunidades	
rurales	 de	 la	 zona	 atlántica	 del	 país		
(Alvarenga	 et ál.,	 2005;	 Alvarenga	
et ál.,		2008).

Este	 trabajo	 aporta	 los	 protocolos	 de	
establecimiento,	 micropropagación	
y	 germinación	 in	 vitro,	 con	 el	 objetivo	
de	 promover	 la	 propagación	 masiva	 de	
la	 especie	 como	 instrumento	 para	 la	
regeneración	 de	 poblaciones.	 Se	 detallan	
los	protocolos	que	han	mostrado	resultados	
positivos	 a	 lo	 largo	 de	 varios	 años	 de	
investigación,	 por	 lo	 que	 el	 artículo	 no	
pretende	 comparar	 todos	 los	 tratamientos		
contemplados	en	el	proceso	de	selección.

Metodología
Los	 ensayos	 fueron	 efectuados	 en	 el	
Centro	 de	 investigación	 en	 Biotecnología	
del	 Instituto	 Tecnológico	 de	 Costa	 Rica,	
en	Cartago.	El		material	vegetal	empleado		
provenía	de	Guápiles,	Pococí,	provincia	de	
Limón,	zona	Atlántica	de	Costa	Rica.		

Establecimiento in vitro 

Desinfección

Se	 seleccionaron	 yemas	 axilares	 de	
plantas	de	Uncaria tomentosa,	localizadas	
en	 fincas	 de	 agricultores	 y	 bosques	 de	 la	
zona	de	Guápiles	de	Pococí,	provincia	de	
Limón,	Costa	Rica.	Los	 explantes	 fueron	
lavados	con	jabón	líquido;	se		sometieron	
al	 tratamiento	 de	 desinfección	 con	 Agri-
mycín	 y	 Benlate	 (1:1)	 por	 1	 hora	 y	 se	
colocaron	 en	 una	 solución	 de	 cloruro	 de	
calcio	 Ca(OCl

2
)

2
	 al	 10%	 (p/v),	 durante	

15	 minutos.	 Luego,	 fueron	 sumergidos	
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A	las	tres	semanas	del	cultivo,	se	cambió	el	
medio	de	cultivo	de	micropropagación	por	
el	de	enraizamiento	con	el	50%	de	las	sales	
M	&	S	(1962),	vitaminas	de	Morel	(1958),	
complementado	con	2	mg/L	de	ácido	indol	
butírico	(AIB),	10	g/L	de	sacarosa.

Se	 evaluó	 el	 aspecto	 y	 desarrollo	 de	 las	
vitroplantas,	 así	 como	 el	 porcentaje	 de	
vitroplantas	 enraizadas.	 Posteriormente,	
este	 material	 se	 empleó	 en	 ensayos	 de	
aclimatación.	

Enraizamiento y aclimatación de 
vitroplantas

Una	 vez	 que	 las	 vitroplantas	
micropropagadas	 en	 el	 medio	 con	 las	
sales	M	&	S	(1962),	complementado	con	
2	mg/L	de	BA,	3%	de	sacarosa	y	7	g/L	de	
agar,	superaron	los	10	cm	de	altura,	fueron	
transferidos	a	un	medio	de	cultivo	con	el	
50%	de	las	sales,	M	&	S	(1962),	vitaminas	
de	 Morel	 (1958),	 complementado	 con	
2mg/L	 de	 ácido	 indol	 butírico	 (AIB),	
10	 g/L	 de	 sacarosa	 y	 7	 g/L	 de	 agar.	 Se	
colocaron	 en	 una	 cámara	 de	 crecimiento	
a	una	temperatura	promedio	de	27	+	2°C,	
30	µmol	m-2	s-1	de	intensidad	lumínica	y	un	
fotoperíodo	de	16	horas.

La	 plantas	 propagadas	 en	 el	 sistema	 de	
inmersión	 temporal	 (RITA),	en	diferentes	
estadios	de	desarrollo,	fueron	transferidas	
a	 bandejas	 plásticas	 para	 almácigo,		
preparadas	 con	 una	 capa	 de	 tierra	 con	
granza	 esterilizada.	 Las	 bandejas	 se	
colocaron	 en	 un	 frasco	 de	 vidrio	 de	 1	
galón	 de	 capacidad,	 con	 una	 capa	 de	 5	
cm	 de	 agua.	 A	 los	 dos	 días	 del	 cultivo,	
se	 le	 quitó	 la	 tapa	 al	 frasco	 por	 períodos	
de	 una	 hora	 al	 día;	 posteriormente,se	
incrementó	el	tiempo	de	exposición	al	aire	
a	12	horas,	durante	 la	noche.	Las	plantas	
se	 mantuvieron	 en	 el	 frasco	 durante	 45	
días.	 Se	 trasladó	 el	 frasco	 a	 Las	 Colinas	
de	 Guápiles.	 Las	 plantas	 se	 sembraron,	
primero,	en	bolsas	plásticas;	se	colocaron	
bajo	 sarán,	 por	 períodos	 de	 una	 a	 dos	
semanas.	 Cuando	 alcanzaron	 una	 altura	

Micropropagación

Se	 subcultivaron	 microestacas	 con	 y	 sin	
hojas	y		yemas,	en	el	medio	de	cultivo	M	&	
S	(1962),	complementado	con	10	mg/L	de	
bencil	adenina	(BA),	25	mg/L	de	cisteína,	
3%	de	sacarosa,	7	g/L	de	agar;	el	pH	del	
medio	 se	 reguló	 a	 5,6	 y	 se	 determinó	
la	 tasa	 de	 multiplicación	 promedio.	
Posteriormente,	al	mes	de	inoculados,	los	
explantes	con	brotes	fueron	subcultivados	
en	 el	 medio	 citado	 anteriormente,	 pero	
se	 disminuyó	 la	 concentración	 de	 BA	 a	
2	 mg/L.	 La	 micropropagación	 se	 realizó	
usando	 como	 explantes	 microestacas	 de	
dos	 nudos,	 inoculadas	 en	 un	 medio	 de	
cultivo	 M	 &	 S	 (1962)	 con	 2	 mg/L	 de	
BA,	 3%	 de	 sacarosa	 y	 7g/L	 de	 agar.	
Dichos	explantes	fueron	colocados	en	una	
cámara	de	crecimiento,	a	una	temperatura	
promedio	de	27	+	2°C,	30	µmol	m-2	s-1	de	
intensidad	 lumínica	 y	 un	 fotoperíodo	 de	
16	horas.

Micropropagación en medio de 
cultivo líquido 

Se	 inocularon	 100	 explantes	 (brotes),	
provenientes	 de	 semillas	 germinadas,	 en	
medio	 líquido,	 en	una	 jarra	 fermentadora	
de	 5	 L	 con	 1	 L	 de	 medio	 de	 cultivo	
de	 micropropagación	 (M	 &	 S	 (1962)	
con	 2	 mg/L	 de	 BA,	 3%	 de	 sacarosa.	 Se	
evaluó	el	aspecto	de	 las	vitroplantas	y	su	
crecimiento	y	 se	determinó	el	número	de	
brotes	regenerados	por	planta.	

Se	 realizaron	 ensayos	 en	 el	 sistema	
de	 inmersión	 temporal	 (RITA)®;	 se	
sembraron	30	microestacas	por	RITA,	con	
250	 mL	 del	 medio	 de	 cultivo	 líquido	 de	
micropropagación	 citado.	 La	 inmersión	
fue	 programada	 cada	 tres	 horas,	 con	 una	
duración		de	tres	minutos.	Las	microestacas	
fueron	 colocadas	 en	 una	 cámara	 de	
crecimiento,	 a	 una	 temperatura	 promedio	
de	27	+	2°C,	30	µmol	m-2	s-1	de	intensidad	
lumínica	 	 y	 	 un	 fotoperíodo	de	16	horas.		
Se	 evaluó	 el	 crecimiento	 y	 desarrollo	 de	
las	vitroplantas.	
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se	realizaron	exponiendo	las	semillas	a	la	
luz	directa	de	la	cámara	de	crecimiento	y	
con	una	temperatura	promedio	de	27+2°C.	
La	 germinación	 in	 vitro	 de	 más	 de	 20	
accesiones	 de	 semillas	 provenientes	 de	
la	 zona	 de	 Guápiles,	 se	 produjo	 en	 el	
medio	de	M	&	S	(1962),	complementado	
con	el	3%	de	sacarosa,	1,8	g/L	de	Phyta-
Gel	 y	 2	 mg/L	 de	 BA.	 Posteriormente,	
las	 plántulas	 fueron	 subcultivadas	 en	 el	
medio	 M	 &	 S	 (1962),	 complementado	
con	 3%	 de	 sacarosa	 sin	 reguladores.		
Estos	 resultados	 coinciden	 con	 los	
obtenidos	por	Pereira	y	col	(2008),	quienes	
obtuvieron	 la	 germinación	 in vitro	 de	 U 
tomentosa	en	medio	WPM	con	1	mg/L	de	
BA,	en	 tanto	que	el	 tratamiento	realizado	
en	el	CIB,	empleó	el	medio	con	las	sales	
M	&	S	(1962).	

Las	 semillas	 presentan	 una	 serie	 de	
ventajas	 	 como	 medio	 de	 propagación;	
generalmente	 son	 producidas	 en	 grandes	
cantidades,	por	lo	que	la	regeneración	de	las	
plántulas	es	poco	onerosa;	muchas	pueden	
ser	 almacenadas	 por	 determinado	 tiempo	
sin	que	sufran	pérdida	de	viabilidad	y,	en	
general,	son		de	fácil	manejo	y	distribución	
(George	and	Deberg,	2008).	

Se	 obtuvo	 gran	 cantidad	 de	 material	 in	
vitro,	el	cual	fue	clasificado	en	más	de	50	
introducciones.		En	este	caso,	por	provenir	
de	semillas,	son		producto	de	la	reproducción	
sexual	y	no	son	clones,	lo	que	implica	que	
son	variables	genéticas.	Estas	vitroplantas	
fueron	utilizadas	en	los	diferentes	ensayos	
de	aclimatación,	callogénesis	y	cultivo	de	
células	 en	 suspensión	 a	 partir	 de	 callos,	
caracterización	 genética	 por	 isoenzimas	
y	 cuantificación	 de	 cuatro	 oxi-indol	
alcaloides.	

Micropropagación 

A	 las	 dos	 semanas	 del	 cultivo	 in	 vitro,	
el	 88,9%	 de	 las	 microestacas	 sembradas	
en	 el	 medio	 de	 cultivo	 M	 &	 S	 (1962),	
complementado	 con	 10	 mg/l	 de	 BA,	
produjo	 un	 promedio	 de	 1,55	 brotes/
explante;	el	11,1%	de	las	plantas	no	formó		

adecuada	 (aproximadamente	 40	 cm)	
fueron	trasladados	a	campo.	Se	determinó	
el	porcentaje	de	sobrevivencia.

Resultados y discusión 

Establecimiento in vitro

Los	 explantes	 introducidos	 para	 la	
propagación	 clonal,	 recolectados	 en	 el	
campo,	 tuvieron	 un	 alto	 porcentaje	 de	
contaminación	y	baja	sobrevivencia.

Los	resultados	preliminares	no	ofrecieron	
un	protocolo	que	garantizara	la	efectividad	
del	 establecimiento	 in	 vitro.	 	 Por	 esta	
razón,	se	decidió	probar	con	un	agente	de	
amplio	espectro,	el	Plant	Preserve	Mixture	
(PPMTM®).	Este	compuesto	fue	aplicado	al	
final	 del	 	 proceso	 de	 desinfección,	 en	 un	
medio	de	cultivo	líquido	con	el	25%	de	las	
sales	M	&	S	(1962),		sin	sacarosa.

Los	 resultados	 obtenidos	 mostraron	
que	 con	 una	 concentración	 de	 1	 ml/L	
de	 PPMTM®	 durante	 24	 horas	 en	 la	
desinfección	y	la	inoculación	de	las	yemas,	
en	 un	 medio	 con	 0,5ml/L	 de	 PPMTM	,	 se		
obtuvo	0%	de	contaminación	y	un	12%	de	
sobrevivencia.

El	 producto	 PPMTM	 	 	 es	 un	 biocida	 de	
amplio	 espectro	 que	 mata	 bacterias	 y	
hongos,	y			previene	la	germinación	de	las	
esporas.		Se	informa	que	actúa	inhibiendo	
la	actividad	enzimática	de	algunas	enzimas	
involucradas	en	el	ciclo	de	Krebs	y	en	 la	
cadena	transportadora	de	electrones	de	los	
organismos	causantes	de	la	contaminación	
(Guri,	2000).

Germinación de semillas  in vitro 

El	 	 tratamiento	 de	 desinfección	 de	 frutos	
e	inoculación	de	semillas	de	U. tomentosa	 
produjo	 un	 23%	 de	 contaminación,	
principalmente	 causada	 por	 la	 presencia	
de	 hongos.	 El	 porcentaje	 de	 germinación	
fue	menor	al	20%,	y	osciló	entre	el	13	y	
el	 19,8%;	 fue	 ligeramente	 mayor	 cuando	
los	 ensayos	 se	 realizaron	 exponiendo	 las	
semillas	a	la	luz;	por	esta	razón,	los	ensayos	
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Los resultados obtenidos 
en este trabajo muestran 
que una concentración 
de 0,5 mg/L de AG

3
 

indujo el crecimiento 
de vitroplantas de 
Uncaria tomentosa, 
incrementando el 
tamaño de las plántulas 
en combinación con el 
extracto de malta y la 
caseína hidrolizada.

muestran	 que,	 generalmente,	 algunos	
tejidos	 están	 menos	 diferenciados	 de	 lo	
normal;	 además,	 según	 la	 especie,	 se	
pueden	presentar	alteraciones	en	el	xilema		
y	la	corteza;	algunas	veces,	se	incrementa	el	
número	y	tamaño	de	las	células,	causando	
hipertrofia	en	el	parénquima,	etc.	(Ziv	and	
Chen,	2008).

Posteriormente,	 el	 medio	 de	 cultivo	 fue	
modificado	 de	 la	 siguiente	 manera:	 a	 las	
sales	del		M	&	S	(1962)	se	les	agregó	0,5	
mg/L	de	ácido	giberélico	(AG

3
),	2	mg/L	de	

BA,	100	mg/L	de	caseína	hidrolizada,	200	
mg/L	de	extracto	de	malta,	3%	de	sacarosa	
y	7	g/L	de	agar;	el	pH		se	reguló	a	5,7.		Este	
medio	produjo	vitroplantas	más	vigorosas	
y	de	rápido	crecimiento	(Fig.	1.A).		

Si	bien	el	medio	de	cultivo	complementado	
con	2	mg/L	de	BA	indujo	la	formación	de	
brotes	 laterales,	 estos	crecían	 lentamente,	
por	 lo	 que	 el	 medio	 se	 modificó,	
añadiendo	0,5	mg/L	de	AG

3
,	con	el	fin	de	

estimular	 el	 crecimiento.	 Las	 giberelinas	
están	 involucradas	 en	 un	 amplio	 rango	
de	 respuestas	 de	 desarrollo	 que	 incluyen	
la	promoción	de	la	elongación	en	tallos	y	
hojas	 de	 diversas	 especies	 (Moshkov,	 et 
ál.,		2008).	

Los	 resultados	 obtenidos	 en	 este	 trabajo	
muestran	 que	 una	 concentración	 de	
0,5	 mg/L	 de	 AG

3
	 indujo	 el	 crecimiento	

de	 vitroplantas	 de	 Uncaria tomentosa, 
incrementando	el	 tamaño	de	 las	plántulas	
en	combinación	con	el	extracto	de	malta	y	
la	caseína	hidrolizada.	El	extracto	de	malta	
es	 una	 fuente	 de	 carbohidratos;	 existen	
reportes	que	 indican	que	ha	 sido	efectivo	
en	 una	 amplia	 gama	 de	 procesos,	 por	
ejemplo,	en	la	formación	y	multiplicación	
de	 embriones	 somáticos	 en	 Citrus	 	 y	 de	
otras	especies	(Thorpe	et ál., 2008).	

En	 cuanto	 a	 la	 caseína	 hidrolizada	 (CH),	
esta	es	usada	a	menudo	como	complemento	
en	 medios	 de	 cultivo.	 La	 caseína	 es	 una	
proteína	 de	 la	 leche,	 fuente	 de	 calcio,	
fosfato,	varios	microelementos,	vitaminas	
y	una	mezcla	de	18	aminoácidos.	Algunos	
investigadores	han	concluido	que	la	CH	es	

brotes.	 A	 los	 quince	 días	 de	 la	 siembra,	
el	 100%	 de	 las	 microestacas	 presentaban	
hojas	y	un	promedio	2,43	brotes/planta.	Las	
vitroplantas	 regeneradas	 mostraron	 gran	
vigorosidad.	La	regeneración	de	vitroplantas	
se	produjo	a	partir	de	yemas	preexistentes	
en	 las	microestacas;	 probablemente,	 estos	
procesos	organogenéticos	fueron	inducidos	
por	 diversos	 factores	 físicos	 y	 químicos,	
conducentes	 a	 la	 regeneración	 de novo	
(George,	 2008).	 La	 respuesta	 favorable	
de	 los	 explantes	 probablemente	 fue	
ocasionada	 por	 la	 acción	 del	 BA,	 ya	 que	
este	regulador	del	crecimiento	promueve	la	
división	celular	y	controla	la	morfogénesis.	
Cuando	se	añade	el	Ba	al	medio	de	cultivo	
de	 propagación	 de	 microestacas,	 este	
inhibe	 la	 dominancia	 apical	 y	 promueve	
la	 ruptura	 de	 la	 dormancia	 de	 los	 brotes	
laterales	(Staden	et ál.,	2008).

Estos	 brotes	 de	 explantes	 fueron	
transferidos	a	un	medio	de	cultivo	M	&	S	
(1962),	 con	 menor	 concentración	 de	 BA	
(2	 mg/L).	 La	 transferencia	 al	 medio	 de	
cultivo	 con	 una	 menor	 concentración	 de	
citocininas	 fue	 efectiva,	 probablemente,	
porque	 indujo	 la	 formación	 de	 tallos	
adventicios	 o	 caulogénesis,	 una	 vez	 que	
se	dio	la	ruptura	de	la	dormancia	de	brotes	
laterales	 en	 la	 fase	 previa	 con	 la	 adición		
de	 10	 mg/L	 de	 BA	 	 al	 medio	 de	 cultivo	
(Staden	et ál.,	2008).

La	 micropropagación	 rutinaria	 de	
U. tomentosa se	 realizó	 sembrando		
microestacas	 con	 dos	 nudos,	 en	 un	
medio	de	cultivo	con	 las	sales	de	M	&	S	
(1962),	2	mg/L	de	BA,	3%	de	sacarosa	y		
7	 g/L	 de	 agar.	 Debido	 a	 la	 presencia	 de	
hiperhibricidad	 en	 las	 hojas	 y	 los	 tallos	
de	 algunas	 vitroplantas,	 el	 gelificante	 se	
sustituyó	por	agar.		El	cambio	de	gelificante	
fue	efectivo,	ya	que	evitó	la	producción	de	
este		desorden.	

Las	 plantas	 propagadas	 in	 vitro	 pueden	
resultar	 afectadas	 por	 varios	 factores	
que	 inducen	 la	 alteración	 metabólica	
y	 morfológica,	 lo	 que	 provoca	 la	
hiperhidricidad.	 Estudios	 histológicos	
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afectar	 la	 anatomía,	 la	 fisiología	 y	 la	
sobrevivencia	de	las	plantas		(Ziv,	2005).	

Las	células	de	U. tomentosa	cultivadas	en	
biorreactor	tipo	tanque	agitado,	mostraron		
respuestas	 al	 estrés	 hidrodinámico	 y	
al	 estrés	 oxidativo,	 que	 hacen	 que	 esta	
especie	sea	considerada	como	una	especie	
reactiva	 de	 oxígeno	 ROS;	 estos	 eventos	
se	 asociaron	 a	 la	 producción	 de	 MOA	
(monoterpenoides	 oxi-indol	 alcaloides)	
(Trejo	et ál.,	2005).

Por	otra	parte,	con	el	empleo	del	 sistema	
de	 inmersión	 temporal	 (RITA)®	 en	 el	
medio	 líquido	 de	 micropropagación	 (M	
&	S	 (1962),	con	2	mg/L	de	BA	y	3%	de	
sacarosa,	se	obtuvieron	vitroplantas	verdes	
sin	necrosamiento	y	con	una	buena	tasa	de	
multiplicación	en	el	medio	de	cultivo.	

La	 ventaja	 del	 empleo	 de	 medio	 líquido	
en	RITA®	es	el	factor	económico,	pues	es	
un	proceso	de	automatización	que	implica	
ahorro	 en	 tiempo	 y	 dinero	 de	 operarios	
del	 laboratorio,	 puesto	 que	 pueden	
cultivar	 mayor	 número	 de	 explantes	 por	
contenedor,	 además,	 el	 medio	 puede	 ser	
renovado	fácilmente.	El	sistema	en	cultivos	
líquidos	provee	mayor	uniformidad	en	las	
condiciones	 de	 cultivo,	 lo	 que	 promueve	
un	 mayor	 crecimiento	 e	 incrementa	 la	
tasa	de	producción	de	brotes,	acortando	el	
periodo	de	micropropagación	(Berthouly	y	
Etienne,	2005).					

La	 producción	 de	 raíces	 se	 inició,	
aproximadamente,	 a	 las	 dos	 semanas	 del	
cultivo	en	RITAS,	en	el	medio	de	cultivo,	
con	el	50%	de	las	sales	de	M	&	S	(1962,)	
2	 mg/L	 de	 la	 auxina	 ácido	 indol	 butírico	
(AIB),	suplementado	con	1%	de	sacarosa.	
Las	 vitroplantas	 se	 mantuvieron	 por	 un	
mes	en	este	sistema	y,	posteriormente,	 se	
aclimataron.			

Enraizamiento y 
aclimatación de vitroplantas

Una	vez	que	las	vitroplantas	alcanzaron	un	
buen	 tamaño,	 fueron	 subcultivados	 en	 el	
medio	conteniendo	el	50%	de	las	sales	de	
Murashige	&	Skoog	(1962),	suplementado	

más	efectiva	para	el	cultivo	de	tejidos	que	
la	adición	de	 los	principales	aminoácidos	
que	provee.	La	presencia	de	aminoácidos	
puede	estimular	la	morfogénesis.	

Existe	una	gran	cantidad	de	informes		citados	
por	 George	 y	 de	 Klerk	 (2008)	 sobre	 la	
incidencia	de	su	empleo	en	la	regeneración	
de	 una	 alta	 tasa	 de	 brotes	 adventicios	 y	
embriogénesis	en	peciolos	de	Beta vulgaris;	
concluye	 que	 	 aunque	 los	 aminoácidos	 no	
son	componentes		esenciales	de	los	medios	
de	cultivo,	su		adición,	por	ejemplo,		como	
CH,	es	una	vía	económica	de	asegurar	que	
el	 medio	 de	 cultivo	 no	 tenga	 deficiencias,	
pues	 la	 CH	 provee	 el	 nitrógeno	 como	
una	 fuente	 altamente	 disponible	 para	 el	
cultivo	de	células	o	tejidos	(George	and	de		
Klerke,	2008).	

Resultados	 obtenidos	 en	 este	 ensayo	
mostraron	 que	 la	 adición	 de	 CH	 al	
medio	 de	 cultivo	 desarrolló	 plantas	
vigorosas,	 con	 hojas	 grandes	 y	 de	 color	
verde	 oscuro	 brillante.	 Lo	 que	 coincide	
con	 las	 observaciones	 de	 Murashige	 &	
Skoog	 (1962),	quienes	 informaron	que	 la	
presencia	 de	 CH	 en	 el	 medio	 produjo	 el	
desarrollo	 de	 órganos	 vigorosos	 en	 una	
amplio	rango	de	niveles	de	AIA	y	kinetina			
(George	and	de	Klerke,	2008).

Micropropagación  
en medio líquido
La	micropropagación	en	jarras	fermentadoras	
no	fue	efectiva	en	esta	especie,	ya	que	a	los	
pocos	 días	 de	 la	 inoculación	 de	 los	 brotes,	
se	 observó	 un	 necrosamiento	 de	 las	 hojas;	
lo	 mismo	 ocurrió	 cuando	 las	 plantas	 se	
inocularon	en	erlenmeyers,	en	agitación,	en	
medio	líquido.

Uno	 de	 los	 principales	 problemas	 que	
se	 reportan	 en	 el	 uso	 de	 medio	 líquido,	
especialmente	 en	 sistemas	 donde	 los	
tejidos	 se	 encuentran	 sumergidos	 en	 el	
medio	 de	 cultivo,	 es	 el	 estrés	 oxidativo	
que	 se	 presenta	 	 en	 especies	 reactivas	 de	
oxígeno.	El	estrés	oxidativo	se	asocia		con	
un	 cambio	 en	 la	 actividad	 de	 enzimas	
antioxidantes.	 Estos	 cambios	 pueden	
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morían,	aunque	se	cubrieran	con		plástico.	
La	U. tomentosa	mostró	susceptibilidad	al	
estrés	hídrico	y	por	lo	tanto,	fue	de	difícil	
aclimatación.		

El	 subcultivo	 de	 brotes	 y	 vitroplantas	
en	 el	 medio	 de	 enraizamiento	 en	 medio	
líquido,	utilizando	el	sistema	de	inmersión	
temporal,	 produjo	 el	 desarrollo	 de	 un	
buen	 sistema	 radical	 y,	 por	 lo	 tanto,	 una	
mayor	 capacidad	 de	 adaptación	 para	 el	
endurecimiento	durante	la	aclimatación.		

El	 sistema	 de	 endurecimiento	 consistió	
en	 mantener	 el	 material	 vegetal	 inmerso	
en	 un	 frasco	 de	 vidrio,	 con	 un	 volumen	
de	5	cm	de	agua	(Figs.	1C	y	1D).	En	este	
sistema	se	consiguió	un	62%	de	éxito	en	
la	aclimatación.	

Probablemente,	 en	 estas	 condiciones	 de	
cultivo	 se	 originó	 un	 microclima	 de	 alta	
humedad	relativa,	en	el	que	las	vitroplantas	
no	 sufrieron	 estrés	 hídrico	 en	 el	 proceso	
de	 endurecimiento.	A	 partir	 de	 la	 tercera	
semana,	 se	 observó	 la	 formación	 de	
cutícula	en	 las	hojas,	 lo	que	podría	haber	
incidido	 en	 el	 éxito	 de	 la	 aclimatación		
(Fig.	1D).

Los	 resultados	 obtenidos	 se	 podrían	
explicar	porque	Uncaria tomentosa	es	una	
liana	trepadora	que	se	distribuye,	en	forma	
natural,	en	los	bosques	primarios	de	clima	
tropical	 húmedo;	 esta	 planta	 es	 conocida	
como	 “bejuco	 de	 agua”	 por	 almacenar	
gran	cantidad	de	agua;	en	el	tallo	y	la	raíz,	
por	lo	que	depende	de	un	hábitat	con	alta	
disponibilidad	de	 agua,	 se	distribuye	 a	 la	
orilla	 de	 ríos	 y	 quebradas,	 y	 se	 informa	
que	U. tomentosa	presenta	una	baja	tasa	de	
regeneración	natural	(Jong	et ál.,	1999).
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